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La presente invention concerne des resines photo- 
activables, notamment utiles pour la fixation de molecules 
d 1 interet biologique . 

L 1 immobilisation de molecules d 1 interet biologique 
5 (petites molecules, enzymes, anticorps, organelles, etc.) 

interesse vivement tant les chercheurs scientif iques que les 
industriels, Les avantages que confere 1 T immobilisation de 
telles molecules sont nombreux et on ete largement decrits 
dans la litterature. En particulier, les petites molecules, 
10 ainsi que des anticorps, fixes sur un support f servent surtout 
a des fins de purification (chromatographic d' af finite), alors 
que les enzymes ou organelles immobilisees sont avantageuse- 
ment utilisees en chimie / ln ^oHSmnven% pour le dedoublement 
d 1 amino-acides et pour la realisation de syntheses diverses 
15 en chimie organique). 

De tres nombreuses methodes d 1 immobilisation com- 
binant une grande variete de supports et de r£actifs de fixa- 
tion ont deja ete decrites (voir par exemple a ce sujet I'ou- 
vrage de S.P. Colowick et N.O. Kaplan intitule "Methods in 
20 Enzymology", Vol. XLIV, 1976). 

L'une de ces methodes consiste a fixer un agent bi- 
fonctionnel de type aryl azide convenablement substitue sur 
un support solide, par voie thermochimique et a 1 1 abri de la 
lumiere, et a activer photochimiquement le produit obtenu et 
25 le faire reagir avec une enzyme, formant ainsi une enzyme fixee 
par liaison covalente sur un support (voir brevet US 3*959-078). 
Le procede faisant intervenir ces aryl azides, et en particu- 
lier le 4-fluoro-3-nitrophenyl azide, doit cependant etre con- 
duit dans le noir pour la premiere etape . L 1 azide (tel que 
-jq le 4-fluoro-3-nitrophenyl azide) de depart doit egalement 
etre lui-meme conserve a l'abri de la lumiere. De plus, le 
r^odn-H- ^ormr- , ante h rpa^^ photochimiquement avec des en- 



produit final. L ! activation photochinique fait duns la 
lumiere visible et necessite une illumination pendant i a 
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I'indiquent les exemples du brevet US susdit 

On a maintenant trouve qu'on peut preparer une nou- 
velle resine photoac tivable, stable a la lumie: *e visible et 
qui, apres une activation photochimique par de rayonnements de 
5 longueurs d'onde appropriees pendant des peric des de temps 

n'excedant pas une demi-heure environ, se fix*; par liaison co- 
valente a toutes les molecules d ! int£ret biol ogique, telles 
que celles evoquees plus haut. 

L ' in vention a pour* premie r objet y lie resine photo- 
10 activable, qui resulte de la reaction de derives fluores de 
pyridinyl azide avec du chitosan. 

Par derives fluores de pyridinyl aside, on entend 
selon la presente invention essentiellemen J ., les deux composes 
suivants : 




lis peuvent etre synthetises respectivement a par- 
tir de pentaf luoropyridine ou de dichloro-3, 5 trif luoro-2, 4, 6 
pyridine, qui sont des molecules cormues et commercialisees, 

25 et d ! azoture de sodium, par exemple comme d^crit par R.E. Banks 
et G.R. Sparkes dans J. Chem. Soc . Pericin 1, 1972, p. 2954. 

Le chitosan est le support de fixation et est ob- 
tenu par hydrolyse chlorhydrique de la chitine, qui est un 
polysaccharide de structure des membranes des insectes et 

50 des arthropodes et peut etre obtenue par biosynthese a par- 
tir de 1 'UDP-N-acetylglucosamine sous l'action d'un* syst^me 
enzymatique specif ique. La formule developpee plane de ces 
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ou R =-C0CH^ pour la chitine et -H pour le chitosan, et n 
est tel que le poids moleculaire soit de 200.000 - 500.000. 

Le procede selon l 1 invention pour la realisation de 
ces resines comprend f ondamentalement la condensation a chaud 
du reactif fluore susdit, qui peut etre notamment l ! un des 
deux composes de formule (i ) ou (II) susdits ou un melange de 
deux, avec du chitosan dans un solvant approprie. 

II ressort de la formule (ill) que le chitosan con- 
tient beaucoup de fonctions amine ; ces fonctions reagissent 
aveo le fluor en position 2 sur le cycle pyridine et, apres e- 
limination d'une molecule de HF par fonction concernee, il se 
forme une liaison covalente entre les deux reactif s. A cet e- 
gard, en jouant sur les conditions react ionnelles et les rap- 

25 ports de concentration des reactif s en presence, I'homme de 

1 1 art peut a volonte, malt riser le taux de fixation du reac- 
tif sur le polymere. l/interet que cela ■ presente est tres 
grand car, selon le taux de greff age retenu, la resine peut 
etre soluble ou non en milieu acide, Un faible taux de gref- 

30 fage laisse, en effet, des fonctions amines libres, qui peu- 
vent etre salifiees. Elle est insoluble en milieu basique et 
dans les solvants organiques. 



sous la for:.ne d ' une poudre brune et pose ode de banner proprie- 
tes mecaniques, qui la rendent tout a fait appropriee pour 
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un usage en reacteur enzymatique et co« resine pour chro- 
matographic 

L 1 invention a egalement pour objet i ' application de 
ces resines a la fixation de molecules d'interet biologique 
par photoactivation sous 1* effet d'un rayonnernent ayant des 
longueurs d ! onde comprises entre JOO et >60 nm environ, en 
presence de la (ou des) molecule(s) d'interet biologique a 
fixer de preference pendant une duree d'au plus 50 minutes 
environ, et avant ageussment , de 1 3 a JO minutes environ. 

Les resines selon l 1 invention contiennent en effet 
un groupement azoture (N^) et sont photoactivables dams cet- 
te plage de longueurs d'onde ; elles donnent alors des nitre- 
nes, qui sont des entites tres reactives aptes a s'inserer en 
particulier dans les liaisons C-C et C-H des molecules en pre- 
sence desquelles on les met et a former ainsi des liaisons 
avec elles. 

Pratiquement, toutes les molecules d*interet biolo- 
gique peuvent ainsi etre fixees et stabilisees, et les sys- 
temes biologiquement actifs obtenus sont aptes a etre utilises, 
avec des .risques attenues de per be d'activite et/ou de lixi- 
viation, dans toutes les applications auxquelles peuvent etre 
affectees les molecules concernees, notamment en reacteur 
enzymatique et comme resine de chromatographie . 

L f invention est decrite plus en detail en reference 
aux exemples illustratifs ci-apres, qui ne la limitent au- 
cunement . 
Exemple 1 « 

a) - Preparation de 3 a resine photoac tivable . 

Dans 30 cni^ de DMF, on a disperse 1 g de ehitosan 
(soit 3,9 meq NH^/g) ; on y a ajoute soit du t^trafluoro- 

pyridinyl azide, soit du dichloro-3,5 difluoro-2,6 pyridi- 
nyl azlde, en exo.es de 3, et 400 mg de tri ethyl amine (Efc^N) . 



pouure 
20 cn y 



'•■'■^ultantc. 



a ammoniac ue 



.^ueoLivcnerit avec 50 Cm ' de methanol, 
lrl, 50 crn^' c'eau, 50 cm y 
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on a seche au dessiccateur , 

En suivant ce mode operatoire et en faisant varier 
les conditions, on a realise plusieurs preparations, corame 
indique dans le tableau ci-dessous, ou figurent les rende- 
5 ments de fixation obtenus dans chaque cas. Ces rendements sont 
calcules sur la base des groupements NH^ n'ayant pas reagi, 
la determination des groupements amines etant realisee par 
dosage potentiometrique . 



10 



15 



Reactif de 


T (C°) 


t (h) 


Et,N 
5 


£ de 


type azide 








fixation 


I 


80 


112 




31 


II 


100 


48 




18 


II 


80 


72 


oul 


75 


II 


80 


72 


oui 


64 


II 


80 


72 


oul 


68 


II 


80 


72 


oui 


57 



20 b) - fixation de molecules biologiques sur la resine photo - 
act ivabl e . 

On a mis en presence 1 mg de L-aminoacide acylase 
dissoute dans un tampon approprie et 50 mg de resine photo- 

activable preparee comme indique ci-dessus, dans un reci- 
25 pient en verre pyrex et on a soumis le tout a une irradiation 
entre 300 et 360 run, pendant 15 minutes, avec interposition 
d T un filtre en verre eliminant les radiations de longueur 
d'onde inferieure a 300 nnu destructrices des proteines et 
en utilisant une lampe Philips SP 500 W a haute luminescence 
30 et faisceau dirige permettant une emission a fond continu avec 
un maximum a 3^0 nm. 



;o lave la resine par un tampon approprie. on a pu fixer ainsi 
0,6 d ' enzyme . 
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passer seulement environ 10-15 ^ £e l'energie a 3^0 nm et en- 
viron ^5 ^ de celle-ci a 325 nm. 

On prefere done utiliser le compose de type azyde 
de formule (II ), sachant qu'il presente deux bandes d'absor- 

5 ption, dont une forte a 230 nm et une faible a 325 nm, alprs 

que le compose de formule (1) presente deux bandes d ! absor- 
ption situees a 230 nm (forte) et a 315 nm (faible) . 

L f activite residuelle de 1 1 enzyme fixee etait de 
25 £ par rapport a celle de 1 1 enzyme libre. Le systeme enzy-* 

10 matique obtenu ne presentait aucune perte d ! activite apres 

une conservation de plusleurs semaines sans precautions par- 
ticulieres, Apres deux semaines d 'utilisation en non-continu 
de ce systeme porteur d 1 enzyme, on n'a decele aucune perte 
notable d T activite enzymatique. 

15 Exemple 2 

On a suivi le mode operatoire de 1 T exemple 1, mais 
en remplagant la L-amino-acide acylase par de la beta-galac- 
tosidase. On a ainsi pu fixer environ 60 % de la qualite 
d 1 enzyme introduite et obtenu une activite residuelle de l'en- 

20 syme fixee d 1 environ 25 fj par rapport a celle de l f enzyme 

libre correspondante. Aucune perte d 1 activite n'a ete notee 
apres 10 jours d 'utilisation en continu dans un reacteur a 
lit fluidise. 

On a egalement immobilise selon un mode operatoire 

25 similaire des antibiotiques , a savoir respec tivement de 1 1 a- 
cetyltobramycine avec un atome de carbone radioactif et de 
la netilmicine. On a chaque fois obtenu des systemes actifs 
dans lesquels la molecule active n'etait pas denaturee. 



2490648 



7 



10 



HEVENDI CATIONS 

1. Resine photoactivable, caracterisee en ce qu'elle 
est formee par reaction de derives fluores de pyridinyl azide 
avec du chitosan. 

2. Resine selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que les derives fluores de pyridinyl azide sont l'un 
des composes de formule ci-apres : 

i s 

CI ^vN_Cl 




(i) (ii) 



ou leurs melanges. 

3* Procede pour la preparation d'une resine selon 
l'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il oom- 
prend f ondaraentalement la condensation a chaud, notamment en- 
tre 80 et 100°C environ^du reactif fluore susdit avec du chi- 
tosan, en milieu solvant. 

4. Application de la rdsine selon l'une des reven- 
dications 1 ou 2 a la fixation de molecules d'interet biolo- 

2Q gique, caracterisee en ce qu'elle comprend la photoactivation 

de ladite resine sous I'effet d'un rayonneraent ayant des Ion,- * 
gueurs d'onde comprises entre 300 et 360 nm environ, en pre- 
sence d'au moins une molecule d'interet biologique a fixer. 

5. Application selon la revendication K, caractdri- 
see en ce qu'on effectue 1 1 irradiation pendant au plus 30 mi- 
nutes, environ de preference pendant 15 a 30 minutes environ. 

6. Application selon I'une des revendications 4 ^ 5j 
caracterisee en ce que les molecules d ! interet biologique 
sont choisies parmi les petites molecules, les enzymes, les 
anticorps et les organelles. 



